























第 3 8 5 6 号
昭和 52 年 3 月 25 日
理学研究科生物化学専攻
学位規則第 5 条第 1 項該当
リゾチームの酵素作用の分子的基礎一一活性部位にある解離
基(触媒基 (Asp 52, Glu 35) , Asp 101)のイオン化の挙動，1トリ
プトファン残基 (Trp 62, Trp 63, Trp 108) の状態，および，
これらの残基の基質結合における関与一一









触媒基のpK値を決定した。触媒基のごく近傍にある Trp108 は 305nm付近に吸収帯をもち，触媒基の
イオン化状態を反映することが明らかになったので，このことを利用して，リゾチームの触媒基のイ
オン化の挙動を詳細に調べた。イオン強度(1) 0.1 , 25 0C におけるニワトリおよびシチメンチョウ・リゾ
チームの Asp52 ， Glu35 のマクロ定数(pK52 ， pK35) は3.4と 6.1，ヒト・リゾチームの場合は3.4と 6.8
と決定された。
未修飾および、Asp52 をエステル化したニワトリ・リゾチームの差スペクトルのもっとも長波長にあ
る301. 5nm のピーク(L1 ε30 1. 5) のpH変化を，種々のイオン強度で調べた。 Asp52 をエステル化したニワ





て， 1 =0.1 ， 25 0C における触媒基のイオン化の熱力学的パラメーターを求めた。いずれのイオン化の
場合もL1HO :::: 0 kcal/male で、あった。
2. リゾチームと基質類似物質との相互作用
ニワトリ・リゾチームの基質結合部位はA~Fの 6 つのサプサイトから成り， N-アセチルグルコ
サミン(GlcNAc) の 3 量体はサブサイトABC に結合することが知られている。リゾチームと(GlcNAc)3 
との複合体の触媒基のpK を 305nm の CD帯を利用して調べた。その結果，ニワトリおよびシチメンチ
ョウ・リゾチームのpK52' pK35は3.4と 6.5 ，ヒト・リゾチームの場合は3.4と 6.7 であった。
X線解析によって，ニワトリ・リゾチームの基質結合部位にあってサブサイト A ， B の糖残基と水
素結合するといわれている Aspl0l がシチメンチョウ・リゾチームで、はGly に置換している。このシチ
チメンチョウ・リゾチームと (GlcNAc)3 との結合定数(KES ) の pH変化は， pH 2 ~ 8 の領域では触媒基
の関与だけで説明できた。ニワトリ・リゾチームの場合には，触媒基の関与の他に， Asp 101 の pK が
(GlcNAc)3の結合によって4.5 から 3.4ヘシフトするとして説明できた。ヒト・リゾチームの場合は触
媒基の関与だけで説明できた。
Asp52 をエステル化したニワトリ・リゾチームのGlu35 の pK を使って，未修飾ニワトリ・リゾチー
ムの触媒基に関する 4 つのミクロイオン化状態への(GlcNAc)3の KES を求めた。その結果，触媒基がと
もに解離した分子種へのKES がもっとも小さく，他の 3 つの分子種への KES はほとんど同じであること
がわかった。
GlcNAc の 3 ーデオキシ誘導体， 6 ーデオキシ誘導体を合成し，ニワトリ・リゾチームとの相互作
用を 295 および305nm の CD帯を利用して調べた。その結果， GlcNAc がサプサイト C に結合する際
に， x線解析で言われてきた糖の0(6) と Trp62 のインドール環の NH との水素結合は結合の親和力に
はほとんど寄与せず，糖の0(3) と Trp63 のインドール環のNH との水素結合が重要な役割を果たして
いることが明らかになった。
3. リゾチームのチロシン残基のイオン化の挙動
ニワトリ・リゾチームの基質結合部位にある Trp62 がヒト・リゾチームで、はTyr に置換している。
この Tyr62 の pK をヒト・リゾチームと (GlcNAc)3 との KES の pH変化から決定した。 Tyr62 の pK は(
(GlcNAc)3の結合によって 10.5 から 10.0 ヘシフトすることが明らかになった。ヒト・リゾチームのア
ルカリ側で見られる 314nm の CD 帯のpH変化から，もう一つの Tyr の pK が9.2 と決定された。ニワト
リ・リゾチームの場合にも， 305nm近傍の CD帯のpH変化から一つのTyr の pK が10.0 と決定された。
ニワトリおよびヒト・リゾチームの残る Tyr のpK を従来行われてきたように245 および295nm の波長




倉光君は加水分解酵素リゾチームの活性部位に存在する触媒基(Glu 35 と Asp 52)，基質との結合に関
与する Asp1Q1 のイオン化の挙動，基質との結合に関与する Trp62 ， Trp63 の役割を極めて詳細に解明
した。論文は主として次の 4 つより成る。
(1)触媒基のひとつ Glu35 のすぐ近くにある Trp 108 の吸収帯が305nm近傍にあることを見出し，こ
のことを利用して紫外吸収，蛍光，円二色性の測定より，ニワトリ，七面鳥，ヒト・リゾチームの
Glu35 , Asp52 の解離定数，イオン化の熱力学的パラメーターを決定した。また， N由アセチルグル
コサミンの三量体((GlcNAc)3) との複合体にわける触媒基の解離定数も決定した。
(2) ニワトリ・リゾチームと(GlcNAc)3 との結合に関与する Asp 101 が七面鳥リゾチームでは Gly に置
置換していることを利用して，両リゾチームに対する (GlcNAc)3の結合定数のpH変化を解析し， Asp 
101 の解離定数を決定したO
(3) リゾチームのTrp62 および~Trp63 と水素結合をつくるといわれている GlcNAc のデオキシ誘導体
を合成してその相互作用を調べ， Trp63 が結合に重要な役割を果していることを明らかにした。
(4) ヒト・リゾチームで、はTrp62 がTyr に置換しているが，円二色性測定よりこのTyr のpK値を決定
した。分光光度滴定によるニワトリ・リゾチームのTyr の pK値の決定は， Trpの寄与およびジスル
フィド結合の切断のために困難で、あることを明らかにした。
以上のように，倉光君の論文は，リゾチームの活性部位に存在する主な残基のイオン化の挙動と役
割を極めて詳細に調べたもので，リゾチームの触媒作用の解明に重要な知見を与えたものであり，理
学博士の学位論文として十分価値あると認める。
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